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Cry3a 杀 虫 蛋白 基因 的 合成 优化 及 在 JK-SH007 中 高 效 表 达 


李 阳 1!、 吴 酬 飞 2?、 吴 小 芹 L li!l Kig 


(1. 南 京 林业 大 学 林学 院 ， 江苏 南京 210037; 2. 湖 州 师范 学 院 ， 浙江 湖州 313000) 
摘要 : 本 研究 人 工 合成 优化 Cry3a 杀 虫 蛋白 基因 ， 并 从 大 肠 杆菌 BL21 (DE3) 中 克隆 T7 表达 系统 ， 通 过 同 
源 重 组 克隆 进 PHKT2 表达 载体 ,将 此 表达 载体 导入 吡咯 伯 克 霍 尔 德 氏 菌 反 -SH007， 通 过 诱导 表达 ,成 功 指 
导 合 成 T7 RNA 聚合 酶 且 高 效 表 达 分 子 量 为 70kD 的 Cry3a 和 蛋白。 通过 粗 提 液 对 二 龄 榆 蓝 叶 甲 进行 生物 毒 杀 
试验 , 结果 表明 粗 提 液 具有 高 毒性 ,致死 中 浓度 (LC50 =0.63(0.48-0.82) g/)。 本 研究 成 功 构建 的 T7 表达 系统 ， 
可 高 效 表达 毒性 的 Cry34a 蛋白 ， 为 进一步 开发 杀 虫 生 防 菌 剂 ， 建 立 外 源 基因 表达 技术 平台 奠定 基础 。 
关键 词 : 苏 云 金 芽 孢 杆菌 ;Cry3a 基因 ; 吡咯 伯 克 霍 尔 德 氏 菌 ; 杀 虫 活性 ， 表 达 
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Gene Synthesis of Bacillus thuringiensis Cry3Aa and high 
-level expression in Burkholderia pyrrocinia JK-SH007 as 
a biopesticide 
LI Yang!, WU Chou-fei?, ZhANG Li-qin™ 
d. College of Forest, Nanjing Forestry University, Nanjing 210037, Jiangsu Province, China;2. 
College of Life Sciences, Huzhou Teachers College, Huzhou 313000, Zhejiang Province, China) 


Abstract :To develop an anti-Pyrrhalta larva biopesticide. The T7 RNA pol for T7 DNA-d 
irected RNA polymerase was cloned from BL21(DE3) into the Burkholderia pyrrocinia expr 
ession vector pHKT2. The insecticidal cry3Aa gene from Bacillus thuringiensis was optimiz 
ed, synthesized, and cloned to the modified T7 expression system. The expression of the cr 
y3Aa gene in wild-type endophyte B. pyrrocinia JK-SH007 was induced with temperature s 
hifting, resulting in high-level production of Cry3Aa protein with a molecular weight of ab 
out 70 kDa. Toxic mortality bioassay was conducted on 15 P. aenescens (Fairmaire) larvae 
in the 2 instar in the laboratory. The crude engineered strain was highly toxic (LC50 —0.6 
3(0.48-0.82) g/l.) to Pyrrhalta aenescens (Fairmaire) larvae grown in culture dishes on elm 
leaves. In conclusion, we have devised a novel T7 expression vector for the effective expre 
ssion of a cry3Aa gene for a protein toxic to beetle larvae, and its impactful delivery can 
make it a possible candidate for a biopesticide. 

Keywords: Bacillus thuringiensis, Cry3a; Burkholderia pyrrocinia; insecticidal activity; expre 


ssion 


苏 云 金 芽 孢 杆 菌 Bacillus thuringiensis(«BT) 2) WAW] Zi d du REA CICPSO. 因 其 对 害虫 具有 
高 度 专 一 毒 杀 作 用 ， 且 对 环境 和 人 冀 安 全 ， 成 为 世界 上 应 用 最 广泛 的 一 类 微生物 杀 忠 剂 E 
"PP 这 列 的 同 源 性 ， 可 将 他 们 划分 为 17 群 94 亚 类 说， 目前 已 报道 的 编码 
Cry 蛋白 的 基因 达 300 多 个 ， 其 中 Cry7 类 的 表达 产物 对 鲜 翅 目 昆 虫 有 特异 毒性 ， 而 Cry3 类 
的 表达 产物 对 鞘翅 目 昆 虫 有 特异 毒性 B* 7, 1987 年 ,Herrnstadt 克隆 了 第 一 个 对 未 翅 目 害虫 有 
毒性 的 Cry34a 基因 上 1， 随后 发 现 对 甘 翅 目 昆虫 具有 专 一 毒性 蛋白 的 基因 还 有 Cry5、Cry7，、 
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Cry8 和 Cry184 等 由。 但 又 以 Cry34a 基因 


屯 的 产生 进行 较 


因此 国内 外 一 般 都 优先 选用 Cry34a 基 
杀 虫 活性 的 BT 工程 菌 B 9。Cry34a 基 


长 时 间 表 达 ， 且 表达 的 蛋 


治 中 发 挥 了 


巨大 作 


酶 后 表达 Cry34a ŽARE 
1H vi 4E RERE B. pyrrocinia JK-SH007 E> P1, fg 3E pj 
自 野 外 杨 树 林 ， 此 菌 对 拟 葵 点 霉 (phomompsis macrospore) .. 4 3& 5c 3€ 18 A 
(fusicoacum aesculi) 三 种 主要 病原 菌 具有 


chrysosperma)、 了 七 叶 树 壳 梭 孢 菌 


1H， 生态 价值 
测 分 析 ， 结 


显示 H 


E 


多 肽 易于 被 昆虫 


因 作 为 抗 虫 基因 


KARAHA T7 启动 子 后 ， 


因 的 
juo 0。 本 研究 构建 了 一 个 吡咯 伯 殉 霍 尔 德 氏 菌 
统 ， 利 用 人 工 密码 子 优化 重新 合成 Cry34a ÆA, 
体 上 ， 通 过 将 Cry34 ARA 


工程 菌 剂 于 199 


菌 ， 


1 材料 和 方法 
1.1 菌株 ， 害 虫 ， 载 体 ， 培 养 基 及 试剂 


B. pyrrocinia JK&-SH007 (中 
Cry3Aa-Pet30a 质粒 、 大 肠 杆 菌 


自 默 克 密 理 博 公 司 。 


原核 表达 载体 PHKT2 由 本 实验 室 保 存 ， 大 肠 杆菌 
浙江 农林 大 学 生物 农药 高 痪 


37C 培 养 于 Luria Bertani (LB) 中 。 鼠 单 克隆 抗 6XHIS IgG 抗体 和 羊 抗 鼠 IgG ( 辣 根 过 氧化 
生物 有 限 公 司 。 质 粒 及 DNA RE 


物 酶 标记 ) 购买 


生 


公司 ,Tryptone 和 Yeast extract 购 自 生 工 生物 有 限 公 司 , 引物 合成 、 高 保 真 聚合 


等 常规 生化 分 子 ; 
物 科技 有 限 公司 ,所 有 其 他 试剂 为 分 析 级 《 


式 剂 购 自 大 连 宝 4 


ME JP: 


jk EH 


EE 组 表达 


质粒 转 入 本 实 


重大 。 此 次 构建 的 工程 菌 经 过 PCR、SDS-PAGE 蛋 
EE 组 工程 菌 成 功 表 达 了 Cry34a HEE 
随 着 人 工 和 天 然 林 的 逐渐 增长 ， 森 林 ; 
开发 成 新 的 生物 工程 


T 


购 


T 


性 和 毒性 最 高 ， 


JK-SH007, Æi 


| AHR 
害 仍 将 是 一 个 较 大 威胁 。 此 次 研究 } 
具有 较 大 的 生 防 潜力 和 经 济 价值 , 为 进一步 开发 生物 农药 莫 定 基础 。 


ABM 生物 公司 ， 供 试 栓 蓝 叶 引 


其 从 细胞 营养 期 即 可 不 依赖 芽 
肠 液 降解 为 SSKDa 的 毒性 多 肽 ， 


转 入 微生物 ， 构 建 具有 抗 坏 翅 目 昆虫 


1 年 投放 市 场 ,在 马铃薯 甲虫 的 防 
B. pyrrocinia T7 RIKA 


司 时 将 T7 表达 系统 重组 到 PHKT2 表达 载 
让 T7 表达 系统 启动 表达 TIRNA RA 


验 室 前 期 自行 分 离 并 保存 的 吡咯 
本 实验 室 近年 分 离 


(cytospora 
83% 以 上 的 抑 菌 率 
Byk, west blot 及 室内 生 
目 幼虫 有 一 定 杀 虫 活性 。 
通过 转基因 技术 


AE 


zL 


国 典 型 培养 物 保藏 号 : M2090280 分 离 并 保存 于 本 实验 室 ， 
XL10-GOLD 购 自 Stratagene 公司 ， 大 肠 杆菌 


BL21(DE3) 购 


制备 技术 国家 地 方 联合 工程 实验 室 提 供 。 所 有 的 细菌 菌 


株 都 于 


收 


试剂 盒 购 自 全 式 金 生物 技术 有 限 


4, DNA Marker 


1.2 Cry34a 的 人 工 合成 及 优化 


Cry3Aa 的 密码 子 序 列 来 


E 物 工程 有 限 公司 ， 甲 氧 蔡 


除非 另 有 说 明 ) 。 


于 苏 云 


az F fü TT Wi Ba 


M84650.1]. 加 上 N 末端 6XHis 标签 , 根据 大 肠 杆菌 密码 子 1 


软件 进行 引物 设计 ， 合 成 DNA(https://hpcwebapps.cit.nih.gov/cgi-bin/dnaworks)。Cry3Aa 核 音 


酸 序列 利用 引物 通过 重 玲 PCR. 技术 拼接 而 成 51. 


1.3 重组 质粒 构建 


为 了 实现 T7 启动 子 在 JK-SH007 中 对 Cry34a 基因 的 表达 ， 首 先 将 T7 RNA 聚合 本 


利用 同 源 重 组 的 


PHKT2 中 扩 增 而 来 


方 


啶 抗生素 (TP) 购 自 南京 博 巧 生 


cillus thuringiensis [GenBank ID: 
HITR, 通过 DNA work 


基因 


式 连 接 到 PHKT2 载体 上 05 中， 载体 骨架 片段 通过 反 向 的 PCR 技术 从 
18, 51W pHKT2FI/RI ( 见 表 1), T7 RNA 


Im] 
Hs: 


聚合 酶 [产品 纺 


P001509] 


通过 引物 TTRNApoIF/R ( 见 表 1) 从 大 肠 杆 菌 BL21(DE3) 扩 增 得 到 , 然后 将 扩 增 的 目的 片段 和 


载体 按照 1:3 C100 ng 载 


Gold 感受 态 细胞 中 ， 重 组 质粒 通过 测序 确 


本 : 300 ng DNA 片段 ) 的 比例 混合 na9， 然 后 转移 到 大 肠 杆菌 XL-10 
定 为 pHKT2-T7RNA pol. 


吡咯 伯 克 霍 尔 德 氏 菌 B. pyrrocinia-Cry34a 表达 载体 质粒 构建 方法 同上 ， 利 用 引物 


Cry3aF/R、pHKT2F2/R2 ( 见 表 1) 分 别 扩 增 目的 片段 和 载体 片段 ， 其 
利用 反 向 PCR 扩 增 出 T7 promoter-6xhis-Cry34a-T7 tel DNA 结构 ,重组 


pBluescript SK(+) 载 体 
质粒 通过 测序 鉴定 确定 
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Table 1 Oligonucleotides used in this study 


Primers 


T7RNApolF 


Primer sequencesa (5-3) 


T7RNApoIR 


pHKT2FI 
pHKT2RI TATGA 


Cry3AaF 


GAATTCTTAATTAAGAGCTTATCGATACC 


GTCTCCAGTTTGTTTCAGTTAA 


Cry3AaR 


pHKT2F2 


pHKT2R2 


GGCGGTTTGCGTATTGG 


CGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCT 


CCAATACGCAAACCGCC CTTTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACC 


GTTTTAACTGAAACAAACTGGAGACTCATA ATGAACACGATTAACATCGCTAAGA 


ATAAGCTCTTAATTIAAGAATTCTAATGAT TTACGCGAACGCGAAGTCCGACTCT 


CGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCT CGATCCCGCGAAATTAATACGACTCAC 


a 图 


中 标注 下 滑 线 的 序列 分 别 为 pHKT2 和 pHKT2-T7RNApol 表达 载体 的 同 源 辟 


a The italic letter underline indicates homology arms to the vector backbone pHKT2 and pHKT2-T7RNA pol, 


respectively. 


1.4 Cry3Aa 基因 在 吡咯 伯 克 霍 尔 德 氏 菌 B. pyrrocinia JK-SH007 中 的 表达 
将 重组 pHKT2-Cry34Aa 质粒 导入 B. pyrrocinia JK-SH007 感受 态 细胞 ， 能 后 涂 布 浓度 为 


50ug /mL € 


氧 茶 啶 抗生素 的 LB 抗 性 3 
pyrrocinia JK-SH007(pHKT2-Cry34a). Cry3Aa 


AE 


Ea 


F 板 上 ，30 CC 过夜 培养 .将 新 重组 菌株 命名 为 B. 
白 表达 通过 将 重组 菌 接 于 LB 培养 基 ， 采用 


30 C, 220r/min 摇 培 ， 待 OD600- 0.8 时 ,加 终 浓度 为 0.1mmol/L IPTG, 并 迅速 升温 到 42 C, 


继续 培养 4h. 能 后 取 工 程 菌 液 (6000xg, 10 min) 离 心 ， 再 


7.8) 缓 冲 液 ,利用 
1.5 SDS-PAGE 和 蛋白 


蛋白 样品 采 


马 斯 亮 蓝 R-250 染色 检测 目标 蛋白 


1.6 蛋白 质 印迹 Weste 


蛋白 质 样品 在 4% - 12% Tris-glycine 凝 胶 分 离 ， 然 后 转移 到 硝 
毫升 TBST (20mmol/L Tris-HCl, 150mol/LMnacl,0.05941H 
分 析 采 用 了 一 抗 ( 单 克隆 抗 -6 X His IgG 抗体 ，1:3000 稀释 ) 和 二 抗 羊 
PERN IgG- HRP〈 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 ，1:5000 M) 。 采 


室温 lh. Western blot 


久光 压 片 、 洗 片 记录 。 


超声 波 破碎 (10°C,120w,15min), Ej bR? 


浓度 测定 


] 4% - 12% (w/v) SDS 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 : 


二 HH 
条 带 。 


rn-blot 


1.7 异 源 蛋 白 表 达 的 质谱 分 析 


将 SDS-PAGE 电泳 凝 胶 、 经 硝酸 和 
蛋白 质 采 用 基质 辅助 激光 解析 飞行 时 间 质 


AK itii 


模式 (布鲁克 。 首 


mascot 软件 在 NCBI 搜寻 非 元 余 蛋 


1.8 生物 毒 杀 活 性 


公司 ) 鉴定 。 利 用 


生物 毒性 测定 采 月 


JK-SH007(pHKT2-Cry3Aa) 
JK-SHO07(pHKT2-Cry3Aa) SE rPYK RE(LCSO). 计算 方法 如 Sharma 所 描 


染色 , 然后 切 下 目 


将 沉淀 重 基 于 PBS (100 mmol/L, pH 
胞 裂解 液 进行 SDS-PAGE 分 析 。 


电泳 (SDS-PAGE) 分 离 。 通 过 考 
用 Bradford 蛋白 浓度 试剂 盒 测 定 蛋 白质 浓度 。 


tim 20) 


酸 纤 维 素 膜 ， 膜 浸泡 在 10 
和 10% (wv) 脱脂 奶 中 ， 


标 条 带 ， 


] ECL 发 光 液 检测 底 物 ， 信 和 号 经 


37 人 C 与 胰 和 蛋白 酶 消化 过 夜 ， 


谱 (UltraFlex I MALDI-TOF/TOF 质谱 ) 正 离子 反射 
Biotools 软件 分 析 肽 段 分 子 量 指纹 图 谱 ， 同 时 采用 
质 库 进 行 比 对 鉴定 (http://www.matrixscience.com)。 


发 酵 液 浸泡 过 的 榆树 叶 对 2 龄 榆 蓝 叶 甲 幼虫 进行 饲 喂 。B. pyrrocinia 


VR 


度 稀 释 的 发 酵 工程 


菌 液 浸泡 同样 大 小 的 榆树 叶 15min? 


白 表 达 方 法 如 前 


戎 滤纸 的 培养 四 内 ， 再 将 2 龄 的 栓 蓝 叶 甲 幼虫 放 入 严 


l. 


]， 然 后 20C 风 干 30min, £212 $388 
IEA, JF 2$C 恒 温 箱 中 。 


4 所 述 。 
RE, 通过 采 


B. pyrrocinia 
五 个 梯 
PX 


A 
fz zi 
Eg-— 


4 rp ER 


- 
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记录 幼虫 的 死亡 率 ， 每 个 vndc es 个 重复 ， 同 时 利用 Bpyrrocinia 
JK-SHO07(pHKT2- SHTRNASUMEDSOL IR 2H. 步 分 析 榆 蓝 叶 甲 幼虫 生存 曲线 ， 首 先 将 


JK-SH007 以 及 工程 菌 JK- 
g/L 湿 重 菌 习 


二 


SH007(pHKT2- ee iQ (6000 Xg, 10 min) Z Ù, 取 中 位 浓度 0.83 


基于 PBS (100 mmol/L, pH 7.8) 绥 冲 液 ， 再 将 榆树 叶 浸 泡 〈 如 前 所 述 ) 。 死 亡 率 


采用 每 隔 Sh 记录 一 次 ,直到 96h 调查 死亡 结果 P33 最 后 利用 Graphpad Prism 6 软件 绘制 榆 蓝 


叶 甲 幼虫 生存 率 曲 线 。 


结论 与 分 析 


2.1 Cry34a 基因 合成 与 优化 


Cry3Aa 基因 序列 全 长 1794 bp, 编 码 蛋白 大 小 为 67.7 kDa. 本 研究 根据 大 肠 杆菌 密码 子 偏 


好 对 Cry34a 进行 优化 ， 


其 中 包括 一 个 6xHis 标签 。 通 过 设计 54 条 引物 ( 见 表 2)， 实 验 通 过 寻 


lg 


f PCR BORD 4 合成 了 T7 启动 子 -6xhis-Cry34a -T7 终止 子 的 DNA 结构 。 将 此 结构 克隆 


到 pBluescript SK (42 载 


体 上 ， 并 导入 大 肠 杆菌 菌株 BL21 (DE3) 时 ，Cry34a 基因 转录 可 


以 被 T7 启动 子 及 终止 子 启 动 和 终止 。 


表 2 用 于 17 


T 


启动 子 6Xhis 标签 - Cry8Aa-T7 终止 子 DNA 合成 的 引物 序列 


Table 2 Oligonucleotides used for T7 promoter-ó x his- Cry3Aa-T/ ter DNA synthesis 


Oligonucleotide 
Cry3Aa-1 
Cry3Aa-2 
Cry3Aa-3 
Cry3Aa-4 
Cry3Aa-5 
Cry3Aa-6 
Cry3Aa-T 
Cry3Aa-8 
Cry3Aa-9 
Cry3Aa-10 
Cry3Aa-11 
Cry3Aa-12 
Cry3Aa-13 
Cry3Aa-14 
Cry3Aa-15 
Cry3Aa-16 
Cry3Aa-17 
Cry3Aa-18 
Cry3Aa-19 
Cry3Aa-20 
Cry3Aa-21 
Cry3Aa-22 
Cry3Aa-23 
Cry3Aa-24 
Cry3Aa-25 
Cry3Aa-26 


Oligonucleotide sequences (5'-3") 
CGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGA 
TCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGGGGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCCCTA 
CCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCA 
GTGCGAACCCCGAGGTACCAGCCCGCTGCTATGATGGTGGTGATGATGGCTGCTGCCCAT 
TACCTCGGGGTTCGCACATGGCGAGCATGACCGGTGGCCAGCAAATGGGACGCGGAAGTA 
GGTTGAGGAATCCAGCGCTTCGGTATTGTTATCCGCGGTCATACTTCCGCGTCCCATTTG 
GCGCTGGATTCCTCAACCACGAAAGATGTTATTCAAAAAGGCATTTCAGTGGTGGGCGAT 
ACCAAAGCACCGCCAAAAGGAAACCCGACGACGCCAAGCAGATCGCCCACCACTGAAATG 
TTTTGGCGGTGCTTTGGTGTCGTTTTACACCAATTTCCTTAATACCATCTGGCCGAGCGA 
CCATAAGGGCCTCCACCTGCTCCATAAACGCCTTCCACGGATCTTCGCTCGGCCAGATGG 
AGGTGGAGGCCCTTATGGATCAGAAAATCGCCGATTATGCCAAGAATAAGGCTCTGGCGG 
GCTCACGTAATCCTCGACGTTATTTTGCAGACCTTGCAGTTCCGCCAGAGCCTTATTCTT 
CGTCGAGGATTACGTGAGCGCACTGTCGAGTTGGCAGAAAAACCCAGCCGCTCCTTTCCG 
CTTGGCTGAACAGTTCACGAATACGCCCCTGGCTGTGCGGGTTGCGGAAAGGAGCGGCTG 
TCGTGAACTGTTCAGCCAAGCCGAAAGCCACTTTCGTAATAGCATGCCGTCGTTTGCGAT 
GGCCTGCGCATAGGTGGTCAGGAACAGGACTTCATAACCGCTAATCGCAAACGACGGCAT 
CACCTATGCGCAGGCCGCAAATACCCATCTTTTCCTGCTTAAGGACGCCCAGATCTATGG 
AAAATTCCGCGATATCCTCTTTTTCATAGCCCCATTCTTCACCATAGATCTGGGCGTCCT 
AAAAGAGGATATCGCGGAATTTTACAAGCGTCAATTAAAGCTTACCCAGGAATATACCGA 
AACTTATCCAGGCCAACGTTATACCATTTCACGCAATGGTCGGTATATTCCTGGGTAAGC 
TAACGTTGGCCTGGATAAGTTACGTGGCAGCTCCTACGAATCTTGGGTGAATTTCAATCG 
CAGATCCAGCACGGTTAAGGTCATCTCCCGACGGTAACGATTGAAATTCACCCAAGATTIC 
CCTTAACCGTGCTGGATCTGATTGCGCTGTTTCCCCTGTATGATGTCCGTCTGTATCCGA 
CGGTCAGCACATCACGGGTCAGTTCGGTTTTCACTTCCTTCGGATACAGACGGACATCAT 
CCGTGATGTGCTGACCGATCCGATTGTTGGCGTGAACAACCTGCGCGGCTACGGAACCAC 
CAAACAGATGCGGTTTACGAATATAGTTTTCTATATTACTAAAGGTGGTTCCGTAGCCGC 


- 
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Cry3Aa-27] TTCGTAAACCGCATCTGTTTGATTATCTGCATCGCATTCAATTTCATACGCGGTTTCAGC 
Cry3Aa-28 CGGACCAATAGTTAAACGAGTCATTGCCGTAATACCCGGGCTGAAACCGCGTATGAAATT 
Cry3Aa-29 GACTCGTTTAACTATTGGTCCGGCAATTATGTGAGCACCCGTCCGAGCATTGGCTCTAAT 
Cry3Aa-30 CGCTGCTCTTATTCCCATAAAATGGGCTTGTGATTATATCATTAGAGCCAATGCTCGGAC 
Cry3Aa-31 ATTTTATGGGAATAAGAGCAGCGAGCCGGTGCAGAATTTAGAATTCAACGGCGAAAAAGT 
Cry3Aa-32 GGCCACACCGCAAGATTGGTATTCGCGACAGCACGATATACTTTTTCGCCGTTGAATTCT 
Cry3Aa-33 AATCTTGCGGTGTGGCCATCGGCGGTGTACAGCGGCGTGACCAAAGTGGAGTTTAGCCAG 
Cry3Aa-34 GTAGGTTTGGGTGCTTGCTTCGTCGGTCTGGTCATTATACTGGCTAAACTCCACTTTGGT 
Cry3Aa-35 AGCAAGCACCCAAACCTACGATAGCAAACGTAACGTGGGCGCAGTGAGCTGGGACTCTAT 
Cry3Aa-36 TTCCAGCGGTTCATCGGTGGTCTCAGGTGGCAACTGATCAATAGAGTCCCAGCTCACTGC 
Cry3Aa-37 ACCGATGAACCGCTGGAAAAAGGGTACTCACACCAGCTTAACTACGTTATGTGTTTCTTA 
Cry3Aa-38 TAAGGACCGGGATGGTGCCGCGAGAACCCTGCATTAAGAAACACATAACGTAGTTAAGCT 
Cry3Aa-39 GCACCATCCCGGTCCTTACATGGACCCATAAGTCAGTTGATTTCTTTAACATGATTGACA 
Cry3Aa-40 GCTTTGACCAACGGCAGCTGGGTGATCTTCTTGCTGTCAATCATGTTAAAGAAATCAACT 
Cry3Aa-41 GCTGCCGTTGGTCAAAGCCTATAAGCTGCAGAGCGGAGCGAGCGTGGTGGCTGGACCACG 
Cry3Aa-42 CGCTGCCATTTTCAGTACACTGTATTATGTCTCCTCCGGTGAAACGTGGTCCAGCCACCA 
Cry3Aa-43 GTGTACTGAAAATGGCAGCGCAGCGACCATCTATGTGACCCCGGATGTGTCTTATAGCCA 
Cry3Aa-44 CTGGGAGGTGCTCGCGTAATGAATACGTGCCCGGTACTTCTGGCTATAAGACACATCCGG 
Cry3Aa-45 CGCGAGCACCTCCCAGATTACCTTTACTCTGAGCCTGGACGGTGCGCCGTTCAATCAATA 
Cry3Aa-46 AGGTCAGGGTATCGCCTTTGTTAATGGTTTTATCAAAGTAGTATTGATTGAACGGCGCAC 
Cry3Aa-4T AAAGGCGATACCCTGACCTATAACTCTTTTAACCTGGCATCCTTCTCGACTCCCTTTGAA 
Cry3Aa-48 CAGACCGGTTACGCCAATTTGCAGGTTATTTCCGCTCAGTTCAAAGGGAGTCGAGAAGGA 
Cry3Aa-49 AATTGGCGTAACCGGTCTGTCTGCTGGCGATAAAGTGTATATAGATAAAATCGAGTTCAT 
Cry3Aa-50 TGCGGCCGCAAGCTTTCACTAATTCACGGGAATGAACTCGATTTTATCTATATACACTTT 
Cry3Aa-51 AAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAA 
Cry3Aa-52 GCTCAGCGGTGGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTC 
Cry3Aa-53 CTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGG 
Cry3Aa-54 CTTTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAG 


2.2 构建 Cry3A 蛋白 表达 载体 pHKT2-Cry34a 


首先 ， 通 过 反 向 PCR. 以 及 体内 同 源 重组 技术 构建 重组 质粒 pHKT2-T7RNA pol. 方法 i 


过 将 3.0 kb 的 T7 RNA 聚合 酶 基因 插入 到 pHKT2 载体 骨架 ， 得 到 pHKT2-T7RNApol ( 见 


VAI f 


1) .T7 RNA 聚合 酶 基因 转录 依赖 prpL 启动 子 实验 利用 一 个 25bp 以 及 17bp 的 同 源 辟 将 一 个 


2.0 kb 大 小 的 T7 启动 子 -Cry34a-T7 终止 子 基因 克隆 进 pHKT2-T7RNApol 中 ,重组 菌 通过 菌 


落 PCR 筛选 ,将 带 有 Cry34a 基因 以 及 T7 启动 子 和 终止 子 序列 的 菌株 送 上 海 生 工 测 序 鉴定 ， 


确定 为 pHKT2-Cry34a( 见 图 2). 


1 B. pyrrocinia T7 表达 载体 PHKT2-T7RNA pol na 


A.T7 RNA RAA phkt2 线性 化 载体 扩 增 电泳 分 析 M: 和 -EcoT14 1 分子 标记 ; 条 带 


2: pHKT2 线性 化 载体 . 
B. PHKT2- T7RNApol 质粒 图 谱 


:T7 RNA 聚合 酶 ; 条 带 


Tp 抗 性 ; MOB, 基因 转移 区 ; rep, 复制 调节 ; rrnBT 转录 终止 子 ; PrPI 和 噬菌体 转录 启动 子 ， oatpE， 翻译 起 始 


X; T7 RNA pol, T7 D RNA 聚合 酶 


Fig.1 Construction of the B. pyrrocinia T7 expression vector PHKT2-TZRNAPpol. 
A.The electrophoresis analysis of T7 RNApol and linear vector of pHKT2. M: Molecular weight 
marker; Lane 1: T7 RNA pol; Lane 2: linear vector of pHKT2. 
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iral 


6 中 下 


B. The physic map of plasmid pHKT2- TZRNApol. Tp, dihydrofolate reductase; MOB, gene for 
plasmid mobilization; rep, gene for plasmid replication; rrnBT transcriptional terminator; prpL, 
lambda phage transcriptional promoters; atpE, translation initiation region; T7 RNA pol, T7 DNA 
directed RNA polymerase. 


A B 


2 pHKT2- Cry3Aa 表达 载体 的 构建 
A. T7 启动 子 -C/Y3AG-T7 终止 子 以 及 PHKT2-T7RNA 线性 化 载体 的 电泳 分 析 
M: 入 -EcoT14 1 分 子 标记 ; 条 带 1: 17 启动 子 -Cry34erT7 终止 子 ; 条 带 2. pHKT2-TZRNA 聚合 酶 线性 化 载体 
B.pHKT2- Cry3Aa 质粒 图 谱 
Fig. 2 Generation of the Cry3Aa ICP expression vector pHKT2- Cry3Aa. 
A. The electrophoresis analysis of T7 Cry3Aa and linear vector of pHKT2- TZRNApol. 

M: Molecular weight marker; Lane 1: T7P- Cry3Aa- T7T; Lane 2. linear vector of pHKT2- TZRNApol. 
B. The physic map of plasmid pHKT2- Cry3Aa. PT7, T7 RNA polymerase bingding promoter; 
Cry3Aa, gene encoding Bacillus thuringiensis tenebrionis Cry3Aa crystal toxin protein; T7 ter, T7 
RNA polymerase transcriptional terminator. 


pHKT2-cry3Aa 


cry3Aa 10.1 kb 


2.3 Cry3Aa 杀 虫 蛋白 在 B. pyrrocinia strain JK-SH007 中 的 表达 

通过 电 转 将 pHKT2-Cry34a 质粒 导入 B. pyrrocinia strain JK-SH007 。 重 组 菌 通 过 DNA 
提取 及 PCR 验证 ( 见 图 3). 将 阳性 克隆 子 放 于 LB 平板 上 进行 传代 培养 ， 待 其 长 到 对 数 期 , 将 
工程 菌 转 接 诱导 培养 4 小 时 以 便 产 生 和 蛋白 ,将 5 mL 培养 菌 液 等 分 进行 SDS-PAGE 和 Western 
blot 蛋白 免疫 鉴定 分 析 . 结果 清晰 显示 工程 菌 PHKT2-Cry34a 在 野生 吡咯 伯 克 霍 尔 德 氏 菌 中 
成 功 表 达 分 子 量 为 70 kDa 的 蛋白 ( 见 图 4). 将 此 条 带 割 胶 ， 进 一 步 通过 基质 辅助 激光 解吸 离 
子 飞 行 质谱 分 析 ， 确 定 其 为 Cry34a 杀 虫 蛋白 .使 用 Bradford 法 对 蛋白 定量 ， 获 得 约 3.05 g/L 
的 总 蛋白 浓度 ,通过 定量 计算 得 到 在 诱导 重 白 表达 中 ， 诱 导 表 达 的 Cry34a. ZR AREA A 
15.695. 


ui 


3 B. pyrrocinia JK-SH007 (pHKT2-Cry3Aa) EARKI PCR 鉴定 . 
A. 吡咯 伯 克 霍 尔 德 氏 菌 JK-SHOO7 重组 子 DNA 提取 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 N: pHKT2-T7RNA 聚合 酶 质粒 DNA; 
B. B. pyrrocinia JK&-SHO07(pHKT2-Cry3Aa) 重组 子 的 PCR 验证 . N: PHKTZ-TZRNApol 阴性 对 照 ; 条 带 一 
到 八 为 阳性 重组 子 Cry3c 的 PCR 验证 
Fig. 3 Identification of the recombinant A. pyrrocinia strain J&-SHOO7 by PCR screening. 
A. Agarose gel electrophoresis of plasmid DNA extracted from B. pyrrocinia JK-SHO07. M: 
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Molecular weight marker; N: PHKT2-TZRNAPol DNA isolated from 8. pyrrocinia JK-SHOO7; Lane 1to 
8: pHKT2- Cry3Aa DNA isolated from 8 independent B5. pyrrocinia JK-SHOO7 colonies. 

B. Identification of recombinant B. pyrrocinia strain JK-SHOO7 by PCR assay. N: negative control 
using PHKT2-TZRNApol template; Lane 1 to 8 were positive recombinants, PCR amplification used 
primers Cry3aF/R. 

A MN 1 23.4 5 6 7T 8 


4 B. pyrrocinia JK-SHO07 表达 Cry3Aa 融合 蛋白 SDS-PAGE 和 蛋白 质 印迹 分 析 M: 蛋白 分 子 标记 ; 条 
& 1: B. pyrrocinia JK&-SHO07(pHKT2-TZRNApol) 的 全 蛋白 图 谱 ; 条 带 2: B. pyrrocinia 
JK-SH007(PHKT2-CyY34o) 的 全 蛋白 图 谱 . 箭 头 指 的 为 Cry3Aa (about 70 kDa). 

Fig.4 SDS-PAGE and western blotting analysis of Cry3Aa fusion protein expressed in B. pyrrocinia 
strain JK&-SHOO7 M: Protein molecular mass markers (The corresponding sizes are indicated. Lane 1: 
the total cell lysates from B. pyrrocinia strain JK-SHOO7 (pHKT2-T7RNA pol) induced by 42°C 
temperature shifting; Lane 2: the total cell lysates from B. pyrrocinia JK-SHO07 (pHKT2- Cry3Ao) 
induced by 42°C temperature shifting. The arrow indicates Cry3Aa (about 70 kDa). 


| anti-6xhis 


A. SDS-PAGE B. Western blotting 


24 B. pyrrocinia JK-SH007(pHKT2-Cry3Aa)Fh Cry34a 杀 虫 蛋白 生物 活性 评价 

为 检验 工程 菌 JK-SHOO7(pHKT2-Cry3Aa)$2& —A f icr FH Jj sk, KEERN T 
0.21-3.32 g/L 五 个 不 同 梯度 湿 重 的 发 酵 菌 液 浸泡 榆树 叶 ,每 个 稀释 浓度 接种 15 条 二 龄 榆 蓝 叶 
甲 幼 虫 ， 实 验 做 三 个 重复 。 结 果 发 现 对 照 组 B. pyrrocinia JK-SHO07(pHK T2-T7RNApol)7ET: 
率 为 0, 而 相同 的 剂量 重组 菌 B. pyrrocinia JK-SHO07(pHKT2-Cry34Aa) 对 榆 蓝 叶 甲 幼虫 致死 效 
果 明 显 ， 尤 其 当 浓度 为 3.32 g/L 时 ，B. pyrrocinia JK-SH007(pHKT2-Cry34a) 工 程 菌 对 榆 蓝 叶 
甲 幼虫 致死 率 高 达 88.8996 。 随 着 工程 菌 浓度 的 稀释 ， 杀 虫 活性 也 表现 出 下 降 ( 见 图 $)。 i8 
过 计算 得 出 ，B. pyrrocinia 区 -SH007(pHKT2-Cry34q) 的 致死 中 浓度 LC50 为 0.63(0.48-0.82) 
gL( 见 表 3). 同时 实验 对 比 了 工程 菌 B. pyrrocinia JK-SHO07(pHKT2-Cry3Aa) 5 8f ^E: pij B. 
pyrrocinia JK-SH007 在 中 位 发 酵 浓 度 为 0.83 g/L 时 对 二 龄 榆 蓝 叶 甲 幼虫 的 存活 周期 ( 见 图 6). 
以 上 结果 证 明 工 程 菌 B. pyrrocinia JK-SH007(pHKT2-Cry34a) 对 榆 蓝 叶 甲 幼虫 具有 显著 杀 虫 
活性 P4。 


i 
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5 B. pyrrocinia JK-SHO07 (pHKT2- Cry3Aa) 发酵 液 经 PBS (100 mmol/L, pH 7.8) 缓 冲 液 稀 释 后 不 同 梯度 
对 榆 蓝 叶 甲 幼 虫 的 致死 率 (实验 使 用 三 个 重复 ) ， 误 差 条 为 标准 差 SD 
Fig. 5 Lethal rate of Pyrrhalta aenescenslarvae using different doses of induced B. pyrrocinia 
JK-SHO07 (pHKT2- Cry3Ao). Bacteria were diluted with PBS (100 mmol/L, pH 7.8). Measurements 
were performed in triplicates. Error bars denote SD. 


E 
© 
o 


oo 
[I] 


60 


40 


20 


corrected death rate (%) 
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3& 3. B.pyrrocinía JK-SH007 (PHKT2-Cry3Aa) 对 榆 蓝 叶 甲 幼虫 的 毒 杀 活 性 
Table 1. Effect of B.oyrrocinia JK-SHO07 (pHKT2- Cry3Aa) toxicity on Pyrrhalta aenescenslarvae. 


No. of toxicity regression 
Treatment Insect LC50 (95% confidence limit) Slope+SE XxX 
larvae equations 
B.pyrrocinia JK-SH007 Pyrrhalta 
270 0.63(0.48-0.82) 1.62::0.09 1.07 Y=5.32+1.62X 


(pHKT2-Cry3Aa) aenescens 


6 B.pyrrocinia JK-SHOO7 重组 菌 液 对 榆 蓝 叶 甲 幼虫 的 毒 杀 存 活 率 
取 中 位 浓度 0.83 g/L 湿 重 的 8. pyrrocinia JK-SH007 (pHKT2-Cry3Aa) 工程 菌 及 B. pyrrocinia 
JK-SHOO7 (阴性 对 照 ) (n = 15). 
Fig.6 Characterization of recombinant A.oyrrocinia JK-SHOO7 living bacteria on the survival rates 
of P. aenescenslarvae. Groups of P. aenescenslarvae were treated with 0.83 g/Lwet weight B. 
pyrrocinia JK-SHOO7 (pHKT2-Cry3Aa) or B. pyrrocinia JK-SHOO7 (Control) (n = 15). 
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3 讨论 

榆树 是 多 种 天 然 林 的 重要 组 成 部 分 。 在 我 国 ， 许 多 品种 被 用 作 道 路 观赏 、 花 园 装饰 、 土 
壤 保 护 而 广泛 种 植 。 然 而 ， 近 几 十 年 ， 许 多 成 年 榆树 死 于 虫害 。 对 此 ， 许 多 森林 保护 者 和 研 
究 人 员 在 这 一 森林 病害 的 防治 上 做 了 大 量 的 工作 ， 并 开发 出 许多 用 于 昆虫 防治 的 化 学 和 生物 
制剂 。 然 而 ， 许 多 化 学 杀 虫 剂 ， 如 有 机 磷 农 药 、 有 机 氧 农药 ， 已 被 证 明 对 环境 和 人 类 健康 造 
成 伤害 。 为 了 对 环境 和 人 类 健康 的 影响 更 加 友好 ， 生 物 农药 被 广泛 使 用 ， 其 中 苏 云 金 芽孢 杆 
菌 被 最 广泛 使 用 ， 因 Bacillus thuringiensis 的 孢子 形成 过 程 中 ， 能 够 产生 多 种 杀 虫 成 分 P0 251, 
其 中 Cry34a 杀 虫 蛋白 被 证 明 对 鞘翅 目 害虫 具有 最 高 的 特异 性 细胞 毒性 。 为 了 达到 和 后 物 农药 


T 


H 


a 


的 高 产 以 及 对 冰冰 目 甲虫 处 理 过 程 的 优化 ， 本 研究 合成 优化 了 Cry34a 基因 ， 同 时 采用 T7 
表达 系统 来 表达 Cry34a 杀 虫 蛋白 。 此 次 实验 Cry34a 的 表达 具有 一 个 相对 较 高 的 表达 水 平 
(0.48 g/L, 总 蛋白 的 15.6% )。 根 据 以 往 的 研究 报道 ， 当 T7 启动 子 表 达 基 因 时 ， 几 乎 所 有 的 旨 
胞 资源 都 用 来 参与 靶 和 蛋白 的 表达 ， 这 也 可 能 导致 此 次 外 源 基因 的 高 效 表 达 . 此 次 研究 首次 报 
道 利用 T7 表达 系统 高 效 表 达 外 源 基 因 Cry 3A 杀 虫 蛋白 在 野生 B. pyrrocinia JK-SH007 内 生 菌 
中 。 成 功 使 具有 抑 菌 功效 的 植物 内 生 苗 吡咯 伯 克 霍 尔 德 氏 菌 JK-SH007 表达 了 Cry3A 和 蛋白。 
通过 生 测 实验 , LEK B. pyrrocinia JK-SH007(pHKT2-Cry34a) 被 证 明 对 榆树 甲虫 幼虫 的 控制 
是 有 效 的 。 此 次 实验 建立 了 以 吡咯 伯 交 霍 尔 德 氏 菌 为 宿主 的 苏 云 金 芽孢 杆菌 杀 虫 蛋白 的 表达 
系统 ， 将 有 助 于 我 们 开发 环保 的 生物 农药 ， 具 有 相当 的 生 防 潜力 29g。 
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